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RESUMEN. La trituración de frutos semimaduros de Bromelia balansae Mez (Bro- 
meliaceae) en presencia de acetona fría (-20 OC) permite obtener una preparación 
enzimática cruda, que al ser tratada con buffer fosfatos de pH 6,4 conteniendo 
EDTA y cisteína 5 rnM produce una solución con actividad proteolítica apreciable 
y con máxima acción hidrolítica sobre caseína dentro de un rango de pH entre 6,25 
y 8,50. Esta solución enzimática cruda se purificó por cromatografía de exclusión 
molecular (Sephadex G-75 Superfuio) y de intercambio iónico (DEAE- y CM-Se- 
pharosa), con lo que se obtuvieron tres fracciones proteolíticamente activas. 
SUMMARY. "Proteases of Bromeliaceae. V .  Separation and Purification of Sulfhy- 
dril Proteases from Fruits of Bromelia balansae Mez". Almost ripe fruits of Brome- 
lia balansae Mez (Bromeliaceae) were blade homogeneized within cold (-20 O C )  
acetone, providing a crude preparation that could be partialiy solubllized in phos- 
phate buffer (pH 6,4) containing EDTA and cysteine 5 rnM. Solutiuns hydrolize 
casein (maximum a c t ~ t y  pH 6.25-8.5O), the activity being enhanced by addition 
of cysteine. The crude enzyme was purified by moiecular sieve chromatography 
(Sephadex G-75, Superfme) and ion exchange chromatography (DEAE- and CM- 
Se~harose). Three proteolitically active fractions were thus obtained. 
Las proteasas ocupan holgadamente el 
primer lugar en el mercado mundial de en- 
zirnasl , debido en buena parte a la variedad 
de aplicaciones que han demostrado po- 
seer2. En el campo de-la farmacoterapia las 
enzimas proteolíticas de origen vegetal son 
tradicionalmente empleadas como agentes 
antiinflamatorios3, pero estudios muy re- 
cientes llevados a cabo con b r ~ m e l i n a ~ - ~  
alientan crecientes expectativas acerca de 
su uso como citostáticos. 
Las Bromeliáceas constituyen una fami- 
lia en la que la presencia de proteasas en 
cantidades superiores a las f isi~lh~icaniente 
necesarias parece ser una característica dis- 
tintiva. Esto ocurre al menos dentro del gé- 
nero Bromelia, integrado por unas cincuen- 
ta especies americanas7, en ocho de las cua- 
* El presente trabajo ha recibido el apoyo de la CIC de la Prov. de Buerios Aires y fue presentado en el X Congreso 
Farmacéutico Argentino, San Luis, Argentina, octubre de 1988. 
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les8-l2 se ha comprobado la presencia de 
endopep tidasas cisteinicas l 3  en los frutos. 
En riuestro país crecen cinco especies 
de ~ r o m e l i a ' ~  : B. Zuciniosd Mart., R. hie- 
ronymi Mez, B. serrn Griseb., B. Italansae 
Mez y 13. urbanialcr (Mczj L.B. Smitli (Dci- 
ncmcantiron urbuniamcrn Mez). A partir de 
frutos de las tres prlmeras se han obtenido 
preparaciones enzirn,iticds con actividad cd- 
szinolítica de~t . icada"- '~  ; en esta oporru- 
niddri se dan a conocer las cdiacterísticas de 
las sulffiidrilproteasas que cstán presentes 
en los fiutos de Brorncliu bula~zsue Mez. 
MATERIAL ESWDIADO 
Se utilizaron frutos bien des;irrollados, 
pero no  totalmente madurc>s, de Rro?neEia 
balansur Mez (r1.v. "caraguatá"), recolecta- 
dos en maro  de 1987 en la Provincia de Co- 
rrientes, Departamento Capital. Las infru- 
tescencia~ fueron conservadas a -20 "C 
hasta el momento de  ser procesadas para 
obtener las preparacloncs crudas. 
Bromclrn baiansae Mez es una planta 
perenne, estolonífera, de 0,80 a 1 m de al- 
tura, provista de hojas alargadas (1 rri de 
largo por 4 cm de ancho) y armadas de 
fuertes aguijones en el rnjrgeri. La ~~ i f ru t e s -  
cericia es cilíndrica, de 20 a 25 cm de l a g o  
por 12  J. 1 5  cm de ancho, y está constituida 
por iiumerosas bayas elipsoidales amarillen- 
tas, de  4 a 5 cm de largo por 2 cm de diá- 
metro, fibrosas y yluriseminadas. La planta 
vegeta a la sombra de grandes macizos ar- 
bóreos, extendiéndose desde Brasil y Para- 
guay (especialmente por la parte oriental) 
hasta el NE de Argentina (provincias de 
Corrientes y Misiones) l4 . 
PARTE EXPERIMENTAL 
Obtención de Za preparación enzirnjticu no 
purificada 
Los frutos se cor,tan dentro de  un reci- 
piente que contiene acetoria fria (-20 "C) 
y se liberan de sus semillas. La ~iiezcla se 
tritura (Ornnirnixer Sorvall) durante 5 mi- 
nutos en baño de hielo y etariol; la suspen- 
sión obtenida se filtra a través de papel de 
filtro y se iava con acetorra fría hasta la eli- 
minación de pigrnentos. Mediante posterior 
secado al vaci'o se obtiene un "polvo acetó- 
rrico" que se niuele finamente en rriortero y 
se conserva eri recipientes Iicrméticos. 
Para solubilizar la enziliia se trata el 
polvo aietónjco dlrrante 30 miriutos a 4 "C 
cori buffer fosfatos de pfi 6,4 conteriierido 
EDTA y cisteína 5 niM, elimiriando el nia- 
cerial insoluble por ~ e n t r i f u ~ a c i ó n  a 16.000 
g durante 15 niiriutos en centrífiiga refrige- 
rada. 
Detrrrr,i~zaciórr de la a c t i v i ~ i d  caseinolítica 
y del cotitenido proteico 
La mezcla d e  ;earci&ri está coristituida 
por 1 ,i rnl dt: solución de caseína al 1% 
conteniendo cisteína (12,5 rnM) y 0,Ql m1 de 
solución de enzinii;, arnhas en Luffer fosfa- 
tos i!,I M de pk-i 6,4. Al cabo de 20 minu- 
tos a 37 "C se detiene fa reacción mediante 
la adicióri de 1,8 m1 de ácido tricloroacéti- 
co  al 5% . Las mezclas resultantes se centri- 
hRm directamente en los tubos de ensayo 
donde se practica la reacción; los productos 
de hidrVlisis se estiman por lectura de l a  ab- 
sorbancia a 280 nnl de los sobrenadantes 
límpidos. 
Ea cc~riceritración de proteínas de las 
soluciones de enzima se determina por el 
métodc de Bradt'ord15 , que mide la absor- 
ción a 595 nm del complejo formado entre 
la proteína y el colorante Coornassie Bri- 
lliant Blue G-250. La elección de la técnica 
obedece a su gran sensibilidad y a que la pre- 
sencia de fenoles (frecuentes en extractos 
vegetales) EDTA y cisteína no  interfieren 
con la reacción. 
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I/ariacióti de 1d trctit'iciari ctu.einolírica cie /u 
preparc~ción cruda cn fwlciótz tlel pH y tle 
la ternperctturu 
Para obtener el perfil de pH se iiti1iz;in 
soluciones de caseizia en las condiciuncs an- 
tes ind icad~s ,  pi-eprir:td.is en buffer fosf;itos 
0 , l  M (pf i  6.0 a 7.5). ácido bórico-cloriiru 
d r  potasio-1:idrbxido clc sodio (1,; M {pH 
8,25 a I O,Oj, bicarbonato de sodio-k~idró- 
xido de si~rlio (pí-i 1.0.5 y .I 1) fosfat!? de 
sodio-hidrbxido dc sodio O,I M (pk-i ? 1 ,S y 
12.0). 
El comportaniiento de la crizima a dis- 
tiritas ternpcraturas se determina ;A pH 6,4, 
en el ratigo de 25 " C  a 75  "C. 
Estabilidad térmica de la.; solrtcioties dc 
crrrimcz 
Muestras prep~radris coino ya se indicó 
se incuban a 37 " C ,  50 "C, 60 " C  y 65 OC 
durante 0. 5, 10 ,  20. 40, 60 y 9 0  minutos, 
al cabo de los cuales se coioc'm cri bario de 
hiclo hasta el mornento de la deterniinacióii 
de  la dctividad cascinolítica eii la fornia 
usual. 
Crornat~~raf in  de c.xcluzión rrzi>lect~lur 
Soluciuncs al 2% de  13 preparación cru- 
da  ( 3 , 2  nilj se siertibi-aii en una columna de 
45 crn de  largo por 1,5 cni de diátnetro in- 
terno (adaptación de una coluniria Pharina- 
cia K 15/90)  que contiene 58  rnl de Sepha- 
dex G-75 Superfiiio. L,a elucibn se iea1iz;c 
con buffer fosfatos 0!1' M de pH 6,4, coii 
una velocidad de flujo de 7,4 crr1.h-l. reco- 
giendo fracci«ries de 1,s n i l .  
L.a t.écriica se repite en cuatro oportii- 
nidades y las fr;tcc~ones con actividad ca- 
seiiiolítica se reúiicn (44  inij y se coricerl- 
tran por uitrafiltracióri (Aniicori 8050,  
membrana YM 1 0 )  a uri \~olilnicn final de 
4,5 mi. 
Crornatograji'a cie it~tercnrnbio u~ ión i~ .o  
La fracciún acriva concentrad;l obreni- 
da  en el paso anterior se somete a iiri cam- 
bio de  buffer por y~s.Ue a través de Sep1i.i- 
dex C;-25 y clucróri po5teriur cciit buffer 
tris-ácido clorhícirico 0,05 M cie pl-T 8 La 
totalidad de la ni:smd (9  rril)  se stciiibra en 
una columria Piiarmacia K 15/30  ronte  
nicrido 43.5 m1 dc IjEAG-Seplldrrssa. LJ 
eluciSn se inicia ,igrcgarido 54 ir11 clc biiffcr 
de partida (tris ,ícido ~ l o r l ~ í d r i c a  O,O5 M ile 
pH 8) ,  para luept, .;c.riei;lr un gr,idii*iitc i i -  
rlctll de 'loriLro sc;dio O-i1,7 $1, d~sue l to  
e11 el nlisrno 11uffr.r \ \ i)iunien t o r ~ i  le1 grd- 
d ~ e n t e  250 rnll. L,i  vclocid,iti de iliijo se rc- 
gu1.1 a 7,9 cm.h-' J re recogcri t:,ticioncs 
de 1,8 ml. 
(Zromcrtagrafía tlc ;ti tc~rcarri bio ciltihrr ;c.,) 
c;~inbi;idor a~i iónico (20,5 1111) sc siciiibra eri 
uria cc~lumna de las caracter íseicas sefi,i!;idas 
en la cri>i~iatoRrai'ía de iiitercanibic, ~ r i i í ~ i ~ i -  
c..o coiitenicndo 46,5 III! :ic CM-Sep1iriros;i 
equilibrada c o ~ i  1)iifter rris-iciJo clorhítiri 
co 0.05 M dc  pt-1 8, del CU,I¡ sr: !iaccri pasar 
42 r i i l  antes de aplicar uii pi;iciieritc~ 1Encal 
de cloruro de sodio 1)-0,7 M disuclrc? cri cl 
niisiricj buffer (irolilii-ien total t i t r i  gr.adiente 
250 nil). La velocidad de flujo se fji0 eii 
9,6 c1n.h-' )r se iecogicro~i frac:cioiies de 
1.8 lill. 
Todas kts tr>peraci«ries cro~riatu~ráfica.i  
fueron llevadas :i cabo a 4 
1.;1 rrituraciím de friitos scrnrinadu~os 
dc Rrorrirlia balansur M c z  en  presci1cia tic 
acetünri fría perniite ol?tciier uii'i prepara- 
ción cruda con c i d  c ~ s c i ~ ~ o l í t ~ c a  
("polvo acctí~nico") qiie representa cl 3 %  
del peso de los frutos frescos. 
El coiitenldo proteico de  Id solusií\ri de 
cnznnu cruda es de 0.95 p por 1 de po!- 
vu acethnico. 
La t ~ g .  I J a  cuentd del cuiripc3rtanaientc~ 
iir 1.1 prep¿iraciírn nts purificada ;i. dift.rcnres 
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Figura 1. Variación de la actividad caseinolítica en Figura 2. Variación de la actividad caseinolítica en 
función del pH. La absorbancia a 280 nrn de los función de la temperatura. Las determinaciones se 
sobrenadantes se determinó luego de incubar la llevaron a cabo a pH 6.4 y la absorbancia de los so- 
mezcla de reacción 20 minutos a 37 'C. Los valo- brenadantes a 280 nm fue leída luego de 20 minu- 
res de pH fueron medidos en la mezcla de reacción. tos de incubación. 
Figura 3. Estabilidad de la proteasa no purificada. 
Las muestras se mantuvieron durante diversos pe- 
ríodos de tiempo a distintas temperaturas y luego 
de una incubación de 20 minutos a 37 OC se deter- 
Figura 4. Fraccionamiento de la enzima no purifi- 
cada a través de Sephadex G-75 Superfino. 
minó la actividad residual. 
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Figura 5. Purificación a través de DEAE-Sepharosa de la fracción activa (1) obtenida por cromatografía de 
exclusión molecular. El trazo sobre la fracción II, indica en la abscisa el número de tubos reunidos para 
realizar la cromatografía de intercambio catiónico y en la ordenada el valor promedio de la actividad. 
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Figura 6. Purificación a través de CM-Sepharosa del componente básico (11,) separado por DEAE-Sepharosa. 
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valores de pH. La actividad caseinolítica es 
máxima y permanece prácticamente cons- 
tante dentro del rango de pH 6,25 a 8,25, 
disininuycndu al 70% de la misma a pH 9 , s  
y a la mitad a pH 10,s. 
En la fig. 2 se muestra el efecto de la 
temperatura sobre la actividad caseinolítica 
a pH 6.4. Al cabo de 20 minutos de incuba- 
ción, I A  preparación enzimática registra un 
máximo de  actividad a 60 "C, en tanto que 
a 47 "C y 65 "C en las condiciones descrip- 
tas alcanza el 80% de la actividad máxinia, 
que es del 50% a 35 "C y 70 "C. 
La preparación no purificada es estable a 
37 "C. ya que conserva el 90% de su activi- 
dad después de un período de incubación 
de 90 minutos a esa teniperatura. Luego de 
20 minutos a S O  "C la actividad es un 60% 
de la inicial, pero sc reduce a un 30% a los 
90 minutos de incubación. Temperaturas 
superiores incrementan riotoria~nente la ve- 
locidad de degradac~ón erizin~ática: al cabo 
de 20 niiiii~tos a 60 "C se pierde el 50% de 
ld actividad inicial y a l canz~  sólo el 15% a 
los 90 miriutos, en tarito que a 65  "C la ac- 
tividad remanente es apenas el 10% de la 
cies anteriores e~tudiadas 'O- '~  : luego de la 
elución de una primera fracción con alto 
contenido fenólico (de elevada absorbancia 
a 330 nm) se separa la fracción caseiilolíti- 
camente activa, de M, 15.000-20.000 (I),  
seguida de una fracción constituida esen- 
cialmente por oligopéptidos (fig. 4) .  
La fracción activa obtenida por exclu- 
sión tnoieculw (1) se resuelve en tres frac- 
ciories de niayor g a d o  de piireza por cro- 
matografía de intercambio anióiijco a pH 8 
(DEAE-Sepharosa): la primera de eHas (11,) 
no es retenida por el intercambiado~ (fig. 
5), mientras que la aplicación de un  gra- 
diente lineal de cloruro de sodio ~ e r r i ~ i t e  la 
separación de dos fracciones tfe pI < S cuan- 
d o  el gradiente alcanza conceiitraciones 
0,2-0,3 M ( [ l b )  y 0,45 M (11,). respectiva- 
mente. 
Soinetida a c r o n ~ a t o ~ r a f i a  de intcrcain- 
biu catiónico (CM-Sepharosa), la fraccihn 
II, resulta sensibleniente purificada ( 1 1 1 )  
ciiando la concentracióri de cloruro iie so- 
dio del gradierite aplicado es de 0,25 M 
( tig. 6).  
inicial a los 20 rninutoi y se hace nula a los AGRADECIMIENTOS. A l  Lic. Anibai G.  Aniat. 
60 minutos de incubación (fig. 3). quien recolectó los frutos de Bromeliu 6alansut. 
empleados en ei presente trabajo. A las Srtas. 
El perfil cromatográfico que se obtiene 
-kdriana Brullo y Adriana Obludzirier por su coia- 
por exclusión moiecular (Sephadex (2-75) Loración en algiinos aspectos de la parte expcri- 
- 
responde a un patrón comíin a las tres espe- meritai. 
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